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　　摘要：为了解濒危植物硬叶兜兰菌根真菌在结构及分布方面的特征，采用切片法观察其菌根结构，分离培养不同
根龄菌根真菌、根不同部位的菌根真菌，并进行观察、鉴定。结果表明，硬叶兜兰菌丝团大多数分布于根部皮层细胞，

菌丝团数量由外皮层向皮层细胞逐渐增加，皮层细胞向内皮层逐渐减少，内皮层和中柱细胞内没有菌丝和菌丝团；皮

层中间部位菌根真菌菌丝团数量最多，高于靠近表皮和靠近中柱部位的菌丝团数量；根基部、中部和根尖部位都有菌

根真菌，但根中部的菌根真菌数量最多；菌根真菌的种类和数量随着根龄的变化而变化，随着根龄的增加，菌根真菌种

类和数量也相应地增加。
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　　兰科（ＯｒｃｈｉｄａｃｅａｅＪｕｓｓ．）植物大多数依赖菌根真菌所提
供的营养物质来促进种子萌发和幼苗生长［１］。部分具有绿

色叶子和无叶绿素的兰科植物，整个生长周期都须要与菌根

真菌共生［２］。自２０世纪初由 Ｂｅｒｎａｒｄ和 Ｂｕｒｇｅｆｆ揭示兰科植
物菌根之谜后，国内外相继开展了大量的兰科植物菌根真菌

的研究。近年来也有一些学者对兜兰属（Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ
Ｐｆｉｔｚ．）植物菌根真菌进行了报道，李明等对杏黄兜兰
（ＰａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍａｒｍｅｎｉａｃｕｍＳ．Ｃ．Ｃｈｅｎ＆Ｆ．Ｙ．Ｌｉｕ）菌根真
菌进行了研究［３］；Ｙｕａｎ等利用分子系统学方法，对比了野外
与移栽到温室 ２种不同生境的硬叶兜兰（Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ
ｍｉｃｒａｎｔｈｕｍＴａｎｇ＆Ｆ．Ｔ．Ｗａｎｇ）和杏黄兜兰的菌根真菌多样
性［４］；Ｎｏｎｔａｃｈａｉｙａｐｏｏｍ等收集了不同生境的兜兰属植物进行
菌株分离，通过形态和分子鉴定出了 Ｅｐｕｌｏｒｈｉｚａｒｅｐｅｎｓ和
Ｅｐｕｌｏｒｈｉｚａｃａｌｅｎｄｕｌｉｎａ（均暂无中文名）类真菌［５］。

原产于我国兜兰属的硬叶兜兰，花奇色美，具有非常高的

观赏价值［６］。由于采集过度、走私出境猖獗以及生境破坏等

原因，近十几年来野生硬叶兜兰的数量急剧减少，分布区逐渐

萎缩，已经到了灭绝的边缘。硬叶兜兰野生资源的保护和人

工繁育问题亟待引起社会各界的重视。由于硬叶兜兰的种子

无胚乳，发芽率极低，虽然目前人工无菌播种已经获得成功，

但是出瓶率低、移栽难的问题还没得到解决。将菌根真菌应

用于种子萌发及幼苗的生长，可解决硬叶兜兰人工有性繁殖

难题。本研究对硬叶兜兰菌根进行切片观察并对其菌根真菌

进行分离培养，分析硬叶兜兰菌根结构及菌根真菌空间分布

特点，以期为兰科植物内生菌根真菌的特征增添素材，为硬叶

兜兰的人工繁殖及其保育工作提供理论基础和实践经验。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为硬叶兜兰成年植株根部，其植株采集于贵州

省铜仁地区德江县青龙镇潮水河一带。

１．２　试验方法
１．２．１　徒手切片法　将硬叶兜兰根在流水下冲洗干净，选取
具有菌丝团的根段，徒手切片，用乳酸石炭酸棉蓝染色液染

色，在ＯＬＹＴＭＰＵＳＤＰ７０光学显微镜下观察菌根结构特点并
拍照。

１．２．２　菌株的分离培养　菌株分离培养参考 Ｚｈｕ等的单菌
丝团分离法［７－８］，具体如下：

（１）根处理和含菌丝团根段的选择。截取硬叶兜兰新鲜
根段分装于盛有无菌水的培养皿中，无菌状态下用解剖刀轻

轻刮掉根被，显微镜检，选出具有菌丝团的根段，用０．１％氯
化汞溶液消毒２～３ｍｉｎ，无菌水冲洗 ４～５次，然后用解剖针
和镊子刮菌丝团根段，使单菌丝团从皮层细胞中游离出来，

２４℃ 恒温箱培养１２ｈ后显微镜观察。
（２）菌丝团的刮制方法。在显微镜下观察，根据第１层

（靠近表皮的２～３层细胞）、第２层（中间３～４层皮层细胞）
和第３层（靠近中柱２～３层细胞）３个层次分别刮制于盛有
无菌水的直径为６０ｃｍ培养皿中。

（３）菌丝团的选择及分离培养。在显微镜暗视野中找到
生长出菌丝的菌丝团或菌丝结，利用１０００μＬ的移液枪吸取
菌丝团，转接到１ｃｍ２双抗马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）
培养基块上，２４℃恒温箱培养。

（４）菌丝团的纯化。显微镜下镜检小块培养基，将开始
生长的菌丝团从小块培养基上切下，然后转接至 ＰＤＡ培养
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基，２４℃恒温培养。
１．２．３　菌株鉴定　菌种鉴定依据菌株菌落的培养特征及菌
株显微形态观察的结果，结合文献资料，综合分析对比相关特

征的异同，最后确定鉴定菌株的分类地位。

２　结果与分析

２．１　硬叶兜兰菌根结构
显微镜下观察硬叶兜兰根的纵切面和横切面，从外至内

依次为根毛（ＲＨ）、根被（ｖｅｌａｍｅｎ）、外皮层（ｅｘｏｄｅｒｍｉｓ）、皮层
（ｃｏｒｔｅｘ）、内皮层（ｅｎｄｏｄｅｒｍｉｎ）和维管柱（ｖａｓｃｕｌａｒｃｙｈｉｎｄｅｒ）。
根被组织由４～５层厚壁、多角死细胞组成，细胞扁长，排列较

松散。外皮层紧贴根被内侧，由１层细胞组成，细胞体积较
大，排列也较规则，其中大部分细胞为胞壁增厚的死细胞。皮

层由１５～１７层薄壁细胞组成，其中靠近外皮层与内皮层的
１～２层细胞体积相对较小，中部的皮层细胞体积较大，皮层
细胞中含有针状结晶和菌根真菌形成的菌丝团。Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ
用苯胺蓝对兰科植物原球茎中的针状结晶研究表明，针状结

晶是植物酸钙，硬叶兜兰菌根中的针状结晶可能也是这类物

质［９］。内侧靠中柱（ＶＢ）的一层是内皮层，具有明显的凯氏
带（ｃａｓｐａｒｉａｎｓｔｒｉｐ）。内层是维管柱，中柱鞘（ｐｅｒｉｃｙｃｌｅ）由 １
层细胞构成，木质部（ｘｙｌｅｍ）与韧皮部（ｐｈｌｏｅｍ）交替分布（图
１－ａ至图１－ｆ）。

　　在皮层薄壁组织中清晰地观察到大量的菌丝团
（ｐｅｌｏｔｏｎｓ）和少量松散的菌丝，菌丝团近椭圆形，皮层细胞中
的菌丝团还通过菌丝穿越细胞壁（ＣＷ）形成菌丝连接（ＰＣ）
而侵染另一细胞（图１－ａ）；菌丝团中或附近也观察到了念珠
状细胞（Ｂ）（图１－ｂ）；在图１－ｃ中可以看出菌丝顺着根毛
进入根被。菌丝团中或附近也观察到了大量的念珠状细胞，

在皮层细胞中，菌丝团常常分布在靠近细胞核（Ｎ）的部位，这

与范黎等在其他兰科植物中观察到的现象［１０－１１］类似。菌根

真菌在皮层细胞内形成菌丝结，可看到皮层细胞内分布着着

色棕色或深棕色形态形状不规则的菌丝结等结构，这与丁晖

等对兰花菌根结构研究的结果［１２－１３］类似。菌丝团主要分布

于皮层细胞的 ３～５层中，且非均匀分布于整个横截面
（图１－ｅ）。皮层细胞中的菌丝团还通过菌丝穿越细胞壁而
侵染另一细胞，并再次形成菌丝结（图１－ａ）。而在中柱（微
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管柱）中既没有菌丝团，也没有菌丝。兰科植物在真菌感染

后形成菌丝团等结构是形成共生关系最直观、最可靠的证据。

在硬叶兜兰根的皮层细胞中明显观察到菌丝团、菌丝团之间

的菌丝连接、松散的菌丝团以及消解中的菌丝团（ＤＰ）
（图１－ｅ），强有力地证明了在自然界硬叶兜兰与真菌形成典
型菌根结构，二者为共生关系。

２．２　硬叶兜兰同一根中菌根真菌纵向分布特征
由表１可知，由根尖向根基部，菌根真菌分离的数量和种

类都有一定的变化特点。首先，从分离数量的变化上看，由根

尖至根基逐渐减少；其次，菌丝团的萌发活力则是由根尖中菌

丝团的分离率１３．５％逐渐降至向根基部中菌丝团分离率的
８．３％；最后，从分离种类的变化上看，根尖和根中部的种类最

多，都为３种，根基部只分布１种菌根真菌。硬叶兜兰的根基
部、中部和根尖部位都有菌根真菌，但其分布由根尖向根基部

逐渐减少。

２．３　硬叶兜兰同一根中菌根真菌横向分布特征
由表２可知，从菌丝团分布上来看，菌丝团大多数分布于

皮层细胞（皮层中间３～４层细胞）；菌丝团活力上来看，由外
皮层向内皮层，菌丝团活力逐渐降低，分离率由外皮层及其临

近的１～２层皮层细胞中菌丝团的分离率２０．５％降至内皮层
及其临近的１～２层皮层细胞中菌丝团的分离率０；从种类分
布上来看，硬叶兜兰３年生根皮层中间３～４层细胞中菌根真
菌的种类最多，而第３层（靠近中柱２～３层细胞）没有分离
到菌根真菌。

表１　硬叶兜兰同一根中菌根真菌的纵向分布特征

根段
菌丝团总数

（个）

萌发菌丝的菌丝团数

（个）

萌发的菌丝团比率

（％） 分离的菌根真菌种类

根尖　 ３７ ５ １３．５ Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ０２０
Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｅｒｙｎｇｉｉｖａｒ．ＤＪＹＹＤＬ００６

根中部 １６１ １７ １０．６ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅＤＪＹＹＤＬ００１
Ｅｐｕｌｏｒｈｉｚａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ００８
ＰｓａｔｈｙｒｅｌｌａｃａｎｄｏｌｌｅａｎａＤＪＹＹＤＬ０１１

根基部 ４８ ４ ８．３ ＥｐｉｐｏｇｉｕｍｒｏｓｅｕｍＤＪＹＹＤＬ０２７

　　注：所取样为２年生根，根段长度为３ｃｍ左右。每根段菌丝团总数为光学显微镜４倍物镜视野内，随机选取１０个视野内菌丝团量相加的
总和。

表２　硬叶兜兰同一根中菌根真菌的横向分布特点

皮层细胞层次
菌丝团总数

（个）

萌发菌丝的菌丝团数

（个）

萌发的菌丝团比率

（％） 分离的菌根真菌种类

第１层（靠近表皮的２～３层细胞） ３９ ８ ２０．５ ＣｈａｅｔｏｍｉｕｍｂｏｓｔｒｙｃｈｏｄｅｓＤＪＹＹＤＬ００９
Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ０１５

第２层（中间３～４层皮层细胞） １１６ １３ １１．２ Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ０１５
Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ０１４
Ｅｐｕｌｏｒｈｉｚａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ００８

第３层（靠近中柱２～３层细胞） ７ ０ ０ ０

　　注：所取样为３年生根，根段长度为５ｃｍ左右。菌丝团总数为光学显微镜４倍物镜视野内，随机选取１０个视野内菌丝团量相加的总和。

２．４　硬叶兜兰不同根龄中菌根真菌种类及数量
由表３可知，从菌丝团数量上来看，２年生根菌丝团数量

最多，其次是３年生根，１年生根菌丝团的数量明显最少；萌
发生长率与菌丝团的数量关系不大，１年生根菌丝团的萌发
率略大于２年生根，３年生其次，但表３的比率差值不大。从

菌根真菌种类上来看，２年生根分离的种类最多，１年生根中
的菌根真菌种类最少。硬叶兜兰菌根真菌的种类和数量随着

根龄的变化而变化，随着根龄的增加，菌根真菌种类和数量也

相应地增加，反之，菌丝团的活力则减少。

表３　硬叶兜兰不同根龄中菌根真菌种类及数量

根龄
菌丝团总数

（个）

萌发菌丝的菌丝团数

（个）

萌发的菌丝团比率

（％） 分离的菌根真菌种类

１年生根 ６７ ８ １１．９ ＰｓａｔｈｙｒｅｌｌａｃａｎｄｏｌｌｅａｎａＤＪＹＹＤＬ０１１
Ｅｐｕｌｏｒｈｉｚａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ０１３

２年生根 ２２１ ２３ １０．４ ＰｓａｔｈｙｒｅｌｌａｃａｎｄｏｌｌｅａｎａＤＪＹＹＤＬ０１１
ＦｕｎｇａｌｅｎｄｏｐｈｙｔｅＤＪＹＹＤＬ０１２
Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ０１４
ＣｈａｅｔｏｍｉｕｍｂｏｓｔｒｙｃｈｏｄｅｓＤＪＹＹＤＬ００９

３年生根 １７３ １５ ８．７ Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ００３
Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ０１５
Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａｓｐ．ＤＪＹＹＤＬ０２４

　　注：根段长度为６ｃｍ左右，菌丝团总数为光学显微镜４倍物镜视野内，随机选取１０个视野内菌丝团量相加的总和。
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３　讨论

３．１　硬叶兜兰菌根真菌入侵方式
显微结构观察表明，硬叶兜兰具有典型的兰科菌根结构。

在皮层细胞内形成菌丝结，菌丝通过穿透细胞壁侵染邻近细

胞，并再次形成菌丝结，皮层细胞中分布着大量的菌丝和菌丝

团状，前者逐渐被植物的根细胞消解、吸收，而后者会在前者

消解之后形成新的菌丝团。这种菌丝被消化又重新定殖的现

象在整个植株发育过程中不断重复，再次验证了菌丝团和兰

科植物之间的相互作用，进一步肯定了兰科植物与菌根真菌

生长主要营养方式的理论。

丁晖等曾观察到，在具有通道细胞的兰科植物中，菌丝侵

入时常不破坏根被，通过根毛或表皮细胞及外皮层薄壁通道

细胞直径侵入［１２，１４］。在对硬叶兜兰菌根的观察中目前只在

根毛或表皮细胞中观察到菌丝，由此可以认为真菌是通过根

毛进入根被细胞，进一步向通道细胞和皮层细胞入侵，但其侵

入机制还须要进一步深入研究。

３．２　硬叶兜兰同一根中菌根真菌纵向分布变化特征
据文献记载，兰科植物根尖的分生组织有兰酚类物质抵

制真菌的侵入［１５］。硬叶兜兰菌根中部的菌根真菌数量最多，

这与春兰菌根的定植特点相同［１６］，由此可以看出土壤微生物

是先从根中部入侵，随后向其两端逐渐蔓延。硬叶兜兰菌根

中部分离到气生菌丝发达的 ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅ菌根真
菌和气生菌丝不发达的Ｅｐｕｌｏｒｈｉｚａｓｐ．、Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａｃａｎｄｏｌｌｅａｎａ
真菌。说明气生菌丝发达和气生菌丝不发达的菌株种类间不

具有竞争性，是相互协同的共生作用。然而，是气生发达菌丝

先定殖根皮层细胞，还是气生不发达菌丝先定殖根皮层细胞

能更好地促进兰科植物的生长，维持长效的共生关系，这有待

下一步的研究。

３．３　硬叶兜兰同一根中菌根真菌横向分布变化特征
由硬叶兜兰３年生根菌根真菌的横向分布的种类和数量

可知，菌根真菌的分离率由外皮层向皮层细胞逐渐增加，由皮

层细胞向内皮层逐渐减少，内皮层和中柱细胞内没有菌丝和

菌丝团。经过分离培养得出，３个层次的皮层细胞都以气生
菌丝不发达的菌株种类为主，这有助于维持菌根共生关系，不

会因内生菌生长过快而导致兰科植物枯萎。

３．４　硬叶兜兰不同根龄中菌根真菌动态变化特征
１年生和２年生分离到的５种菌株的气生菌丝都不明

显，生长较慢，其中 Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａｃａｎｄｏｌｌｅａｎａ菌株为优势菌，此
菌株在双抗ＰＤＡ培养基上不形成气生菌丝且生长较慢，而３
年生根分离到的 Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａｓｐ．菌株在双抗 ＰＤＡ培养基上，
气生菌丝发达，生长速度较快。硬叶兜兰早期以生长较慢的

菌根真菌为主，后期以生长较快的菌根真菌为主；早期以产生

少量气生菌丝为主，后期以产生大量气生菌丝或气生菌丝不

明显为主。生长慢的内生菌侵入为生长快的内生菌创造了较

为适宜的生长条件，促进生长快的内生菌定殖。这样的定殖

方式有助于菌根真菌的协同作用，促进和维持菌根的共生

关系。
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